





















学位 畠△百,８ 文要 』曰
SummaⅡyAlzheimer，sdisease(AD)developsasaresultofprogressiveneurodegenemtionin
brainandischaracterizedpathologicaUybythepresenceofthesenileplaque6Depositionof
a【nyloid6-protein(Aβ)fibrilsastheplaquesaregenerallyacceptedtobefUndamentaltothe
pathophysiologyofADandtoinvolveaprocessofdirectA6-inducedneurotoxicity・Major
componentsoftheplaqueareAβ1-40（A640),Ａ61-42（A642）and3-pyroglutamylamyloid
6-protein3-42(Al33pE-42)．Senneplaqueassociatedproteins(正A-protein)aIealsolocatedtothe
plaques・InthisstudybroleofEApproteinsonassembly/disassemblyofAl3fibrilswasinvestigated・
n1ioflavinTfluorometricassayandelectronmicroscopyrevealedthatEAPprotems,conagenIM
1aminin,entactin,hepaIinsulfateproteoglycanandbutyrylcholinesterase，significanUyinhibited
Ap40fibrilfOnnation・CirculardichmismspectroscopydataindicatedthatEAPproteinsinduceda
randomconstructureinA640・nleabilityofEA-proteinstoinducerandomstructuleislinkedto
theinhibitionofA6fibrilfOnnation、
ConagenlM1amininandentactin,significanUydismptedpre-fbnnedA642orA63pE42fiMs・
SincethecomponentsinducedstructuraltransitioninA6from6-sheettoarandomcoilstructure,the
componentsinducedthedisassemblyofpre-fbnnedAMM1sbystructuraltransitioninAl3・
InsunmarylEAproteinsmaybeinvolvedinsenileplaquefmmationbyrcgulating
botllAPfibrilfOmationanddisassemblyOftllefibril(Fig.1)．
－５９１－
アルツハイマー病（A1zheimer，sdisease；ＡＤ）は，進行性の痴呆を伴う原因不明の神経変
性疾患であり，ＡＤ患者に共通して観察される病理像として「神経細胞脱落｣，「神経原線維．
変化｣，「老人斑」が知られている．老人斑の主要構成成分として，４０～４２個のアミノ酸か
ら構成されるアミロイ膜βタンパク質(amyloidβ-protein;Ａβ）が同定された．これらは，
アミロイドβタンパク質前駆体タンパク質より，２段階のプロセッシングを経て，Ａβ40,
Ａβ４２として分泌後,老人斑として蓄積する．また,一部のＡβ４２はプロテアーゼにより，
3-pyroglutamylamyloidβ-protein3-42(Al83pE-42）に修飾され蓄積する.hvitro試験におい
て，凝集，線維化したＡβが，神経細胞障害を引き起こすことから，可溶性pCptideとして
分泌されたＡβが,凝集しＡＩＢ線維形成を経て初めて神経細胞障害作用を獲得すると考えら
れている．ＡＤ発症に，Ａβの線維化が大きく関与し，Ａβ線維が老人斑として沈着する過
．け
程を検討する事が重要と考え，本研究では,Ａβは細胞外に沈着することから細胞外マトリ
ックス分子がＡｌ8凝集に関与するとの作業仮説を立て研究を実施した．既にlamininがＡβ
凝集阻害作用を有する事，１amininが老人斑構成分子（plaqUeassociatedprotein；EAPprotein）
である事が報告されていたので,lamininを中心にEAPprotemとして知られるtypeWconagen
（conagenW)，cntacthl，heparansulfateproteoglycan（HSPG)，butyrylcholinesterase（BuChE）
等のＡβ凝集に対する作用を検討した．
第１章では，分泌型のＡβ40,Ａβ42及び蓄積型のAl83pE42の線維形成，自已凝集を
チオフラビンＴ（Th-T）蛍光光度法，濁度法，電子顕微鏡，円二色性（CD）スペクトル法
を用いて検討した．ｎ１－Ｔ蛍光光度法は，ＴｈＴがタンパク質βシート構造に結合し変化する
蛍光光度を指標にＡβ線維形成を評価する．また，ＣＤスペクトル法はαヘリックスやβシ
〒卜構造等，円二色性を示すタンパク質２次構造を簡便に評価する方法である．各Ａβ溶液
を37℃でインキュベートすると,時間及び濃度依存的にＡβ線維が形成される事をTYn-T蛍
光光度法，濁度法により確認した．また，電子顕微鏡により，これらのＡβ線維がヒト老人
斑に含有されるＡβ線維とほぼ同様の８－１２，，幅の分岐しない構造である事を認めた．ＣＤ
スペクトル法によりＡｌ840,Ａβ42各線維の蛋白２次構造解析を検討すると，ｐＨ7.4では，
β-Sheet構造の割合が約80％であったが，ｐＨ１１又はｐＨ2.2ではlEl-sheet構造の割合が低下
し線維形成能が低下した．以上，ヒト老人斑を構成するＡβ線維に類似したl8-sheet構造を
有するＡβ線維を試験管内で安定に再現することを確認し，また，Ａβ線維形成がｐＨの変
化等の分子周辺の環境変化に影響を受け易いことを示した．
老人斑を構成する主な分子はAl8であるが,この他にもcoUagenⅣ,laminin,heparansulfate
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proteoglycan(HSPG)，butyrylcholinesterase(BuChE)等のplaqueassociatedprotein(EAPprotein）
の存在が知られている．第２章では，老人斑形成の制御機構を解明するため，Ａβと共に老
人斑を構成するEA-proteinを中心にAl8線維形成,凝集阻害分子を探索し，その制御機構に
ついて検討を行った.その結果,Ａβ線維形成,凝集の阻害分子として,coUagenIV,laminin，
entactin，HSPG，BuChEを見出した．coUagenⅣ，laminin，entactin及びＨＳＰＧは基底膜を
構成する分子群で，上皮細胞下に存在する細胞外マトリックスとして知られる．Ａβ線維形
成の反応過程は核形成依存的重合反応に基づくと考えられており，初め，核形成反応
（nucleation）により，核（nucleus）が形成され，続いて，可溶性のＡβmonomerの添加に
よる伸長反応(elongation)の開始により,核からＡβ線維が形成される`collagenlV,laminin，
entactinは予め作製したＡβ線維(核)からの伸長を阻害するため,これらの分子はelongation
ステップに影響すると考えられた．また,ＣＤスペクトルの結果から,coUagenⅣ,lamninin，
entactinのＡβ線維形成阻害作用は，Ａβのrandom構造からβ-Sheet構造への構造変換の阻
止に起因するものと考えられた．以上より，老人斑形成の制御機構としてEA-proteinによる
「Ａβ凝集抑制機構」の存在が考えられた．Ａβ凝集を抑制させるEApploteinは，既に報告
のある，Ａβ凝集を促進させるEA-proteinと共に老人斑の形成を制御している可能性が考え
られた．
Ａβ４２はＡβ４０に比較し，より凝集`性が高く線維化しやすい事から，初期にAl84Zが
核を形成し，続いて凝集速度の遅いＡβ40が付加し，Ａβが伸長するというseeding仮説が
提唱されている．実際に，初期老人斑として検出される，びまん性老人斑ではＡβ４２が主
要成分であり，特にFm-1engthAl842がプロテアーゼ等により修飾されたＡβ3pE-42が主
要構成成分として検出されている．前章では，EA-proteinによるＡβ凝集の阻害作用を示し
たが,第３章では,Ａβ蓄積を制御する機構を更に解明するために,EA-proteinであるcoUagen
Ⅳ，lamim，entactinによる，Ａβ線維分解作用を検討した．、Ｔ蛍光光度法及び電子顕微
鏡観察により，conagenlV，１aminin，entactinがＡβ４２線維分解作用を有することを確認し
た．またＣＤスペクトルよりこれらが，Ａβ４２のβ-Sheet構造をrandom構造に構造変換さ
せることを確認した．comagenⅣ，lamininはＡβ3pB42線維を分解するのに対し，entactin
には分解作用が認められなかった．また，coUagenⅣはlamininに比較しAl83pE42線維分
解速度が速かった．coUagenIV，１anmnin，entacth1のＡβ結合部位は必ずしも共通していな
いことが考えられた．以上より，老人斑形成を制御する機構の一つとしてEApproteinのＡβ
線維分解機構が考えられた．一度凝集し沈着したＡβ線維をEA-proteinが分解後，除去され
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る機構の存在が示唆された．
以上，本研究では，ＡＤ病態解明のためＡｌ8凝集を制御する分子を探索し，さらに，その
制御機構として,①Aβ凝集抑制,②Aβ線維分解という２種の制御機構の存在をilM伽試
験で示し，病態への関与の可能性を考察した．各種EA-ploteinは，Ａβ凝集阻害剤のリード
化合物として，非常に有用性の高い分子であると考えられる．今後，これらの分子情報を
もとに，非peptide性の低分子化合物が開発されることに期待したい．
-594-
蝋似と２
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Fig.1．RegullationofAPmiMlfmnati⑪nbyplaquMssociatedprotein．
ＨSPG:heparmsulfateproteoglycan,ＢｕＣｈＥ:butyrylcholinesterase
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学位論文審査結果の要旨
アミロイドβタンパク質（Ａβ）の線維化・凝集は、老人斑の形成ならびにアルツハイマー病の発症に関
与していると考えられている。本研究では、Ａβの凝集を制御する分子を探索し、Ａβの凝集制御機構（①
Ａβ凝集抑制、②Ａβ線維分解）をチオフラピンＴ蛍光光度法、濁度法、電子顕微鏡およびＣＤスペクトル
法を用いて検討した。分泌型Ａβ４０及びＡβ４２は、ヒト老人斑に類似したβ-Sheet構造を有するＡβ線
維を試験管内で形成することを確認した。CollagenⅣ，laminin,entactin,heparansulfateproteoglycanお
よびbutyrylcholinesteraseは、Ａβ４０及び蓄積型の３－pyroglutamylamyloidβ-protein3-42の凝集を抑制
した。これら分子のＡβ凝集抑制作用は、random構造から'Sheet構造への構造変換の阻害によることを
示し、老人斑形成の制御機構として「Ａβ凝集抑制機構」が存在することを示唆した。ざらに、collagenm
lamininおよびentactinはＡβ４２線維を分解した。この作用はβ-Sheet構造からrandom構造への構造変
換によることを示し､老人斑形成の制御機構として「Ａβ線維分解機構」の存在も明らかにした。本研究は、
老人斑の形成メカニズムの解明に寄与するのみならず、アルツハイマー病の治療薬の開発にもつながる優れ
たものであると評価きれる。よって、本論文は博士（薬学）に値するものと判定した。
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